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茎頃培養によるニホンナシの繁殖
佐樟降史*・一井隆夫**・中西テツ**・河合義隆料
(昭和62年 8月10日受理)
IN VITRO PROPAGATION OF JAPANESE PEAR (Pyrus serotinα) 
Takashi SA:百U，Takao ICHIl， Tetsu NAKANISHI and 
Yoshitaka KAWA 1 
A胸tract
Shoots of Japanese pear cultivar 'Kosui' (adult materials) and its seedling (juvenile materia1s) were pro-
liferated by their tip culture with benzyladenine. Factors affecting rooting were determined as related to 
shoot age or physiological status. uptirnal concentrations of α-naphthaleneacetic acid (NAA) on the rooting 
medium were 0.5 -1.0 mg/l. Better shoot growth and root development were obtained from the subculture 
of the shoots on NAA-free medium after exposure to NAA for 5 -7 days. Dipping of the shoot base into 
500 mg/l NAA solution for 10 seconds also gave good resu1ts. When juvenile and adult shoots were incubated 
in the dark for 7 or 10 days， the subsequent rooting percentages were increased. However， the dark incubation 
for longer duration was detrimental for shoot growth， especially in adult materials. The proliferation and 
rooting of adult shoots were improved with increasing number of subcultures; the 4 to 5th subcultures 
resulted in about 30% of rooting. The addition of 1 mg/l GA4 to the proliferating medium also irnproved 
the proliferation and rooting of juvenile and adult shoots. Plantlets from juvenile materials were success-
fully transferred to vermiculite， but those from adu1t were not. 
緒雷
茎頂培養は，果樹ではウイルスフリー株の育成や品種
または台木系統の大最繁殖に利用され11) リンゴ，セイ
ヨウナシ，オウトウなど多くの果樹で成功例が報告 19され
ている。最近はニホンナシについても実験が行なわれて
いるf，8.20)本研究は，ニホンナシ品種‘幸水'及びその
実生を用いて茎頂培養を行ない.in vitroでの発根の条
件，シュートの齢あるいは素質と発根の関係を明らかに
するために行なったものである。
材料及び方法
神戸大学農学部付属農場に栽植されているニホンナシ
品種‘幸水'の18--20年生樹 (aduItphase)及び播種
2ヶ月日の‘幸水'実生苗 (juvenile phase)の各茎頂
を用いた。
採取した材料は， 1 i I乙l滴のツイン却を加えた 1妬
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次亜塩素酸ソーダ溶液で15分間殺菌し， 20分間の洗浄を
3回繰返した。次lζ，クリーンベンチ内で未展開葉をす
べて取り除き，約2--4酬の茎頂を外植体とした。各個
体から分枝したシュートの茎頂を5週間どとに継代培養
し，増殖した。増殖培地iζは， MURASHIGE&SKOJ
の培地を第 l表のように修正して用いた。生長調整物質
として 6ーベンジルアミノプリン (BA)及びジベレリ
ン A(( GA()をl時/1ずつ加えた後.lN KOHで
pHを5.81ζ調整した。乙れを印dの三角フラスコに25
mlずつ分注し， 1.5気圧， 20分間の高庄滅蘭を行なった。
発根培地は，増殖培地の無機塩濃度を%に減じ， BA 
を除き.GA(の濃度を 0.1mC;/iとし.aーナフタレン酢
酸 (NAA)を加えたo 乙の培養液25mlを125mlのガラ
容器iζ分控し，伸長中のシュー卜を1.5--2.0仰の長さ
に切り本ずつ置床した。
培養条件は25--270C，14時間日長，白色蛍光灯下で照
度は1，500--3，0∞ルックスとした。発根培地iζ移植後，
35日自に発椴率，根数及び根長を調査した o 発根個体は
ノ〈ー ミキュライトlζ移植し， 30日目lζ生存率を調査した。
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Tahle 1 Composition of basic medium for 
shoot proliferation. 
Component 
MgSO..・7H20
CaC1202H20 
KN03 
NH4N03 
KH2P04 
MnSO..・4H20
ZnSO..・7H20
CuSO..・5H20
CoC12・6H20
KI 
H3B03 
Na2MoO..・2H20
Fe-EDTA 
Myo明inositol
Nicotinic acid 
Pvridoxin HCl 
Thiamine HCl 
Glvcine 
Sucrose 
Concn(mg/l) 
370 
440 
1，900 
1， 650 
170 
22.3 
8. 6 
0.025 
0.025 
0.83 
6.2 
0.25 
20 
200 
0.5 
0.5 
0.5 
2 
Agar(N akarai Chemicals， Ltd.) 
pH 
30，000 
8， 000 
5. 7 
結 果
1 シヨ糖及びNAAの濃度
シヨ糖及びNAAの濃度が発根におよぼす影響を第2
表に示した。シヨ糖濃度は 15% と30~ぢとでは発根率には
とくに差異がなかった。 NAA濃度は0.5及び1.0時/Lで
発根率が有意的iζ増加し，実生由来のシュートではシュー
卜当たり根数も多くなった。しかし，乙の濃度では，発
根個体基部のカ Jレス形成量が多く，根の伸長が抑制され
る傾向を示した。
2 NAAの処理期間
NAAの処理期間と発根との関係を調べるため，その
O. 5または1.0呼/，1を含む発根培地で. 5. 7及び10
日間培養し， NAAを含まない培地に移植した。対照と
して，全期間 (35日間)NAAを含む培地に置床した区
を設けた(第3表)。発棋率に関しては，全体的に低く，
処理日数の違いによる影響は明らかでなかった。発根個
体の根数は全期間NAAを含む培地lζ置床した場合有意
的に増加した。しかし，処理日数が長くなると，発根個
体の基部のカ Jレス形成量が多くなり，根長は減少した。
3 シュート基部のNAA短時間浸漬
シュート基部を 0--2， 500時/2NAAの50%エタノ-
Jレ溶液1[10秒間浸漬後， NAAを含まない培地に置床し
Table 2 Effects of different concentrations of sucrose and N AA on 
rooting and survival percentage after planting in vermiculite. 
Treatment Juvenile materials Adu1t materials 
Sucrose NAA Rooting Number Root Survival Rooting- Number Root Survival 
percent. of roots length (棚)percent. percent. of roots length (11m) percent. 
z 
1.0b V
V 
15(gJl ) O(mgJn 1. 7 b llb 100.0 o b 
0.05 1.7b 1. 2 b 13 b 100.0 5.0 b 1.0a 18a 。
0.1 3.3 b 1.0b 40 a 100. 0 o b 
O. 5 25.0 a 2. 3 a 14 b 53.3 25. 0 a 2.5 a 17 a 。
1.0 38. 3 a 3.0 a 13 b 43.5 21. 7 a 1.5a 18a 。
30 。 o b o b 
O. 05 5.0 b 1. 2 c 20 a 67.0 o b 
O. 1 3.3 b 1. 3 bc 15 a 100.0 6. 7 a 2. 5 a 29a 。
0.5 16. 7 a 1. 7 ab 16 a 60. 0 1. 7 a 2. 1 a 28a 。
1.0 30. 0 a 2. 7 a 18 a 61. 1 5.0 ab 2. 0 a 14 b 。
z mean separation by x square test， 5% level(n=60). 
v mean separation by Duncan's mu1tiple range test， 5% level(n=60). 
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Table 3 Effects of different NAA exposure durations on rooting and 
survival percentage after planting in vermiculite. 
N DaAyA s Juvenile materials Adult materials 
expo- Rooting Number Root Survival Rooting Number Root Survival 
sure percent. roots length(鵬) percent. percent. roots length(棚) percent. 
0.5mε/l NAA 
z y 
22.5ay b 5 6. 7 a 1.0a 75.0 o b 
7 3. 3 a 1.4a 26.5 a 50.0 o b 
1 0 6. 7 a 1.3a 18.8 ab 75.5 8.3 a 1. 7 a 15.0 a 。
35 10. 0 a 1. 1 a 12.8 b 6. 7 5. 0 a 1. 6 a 12.5 a 3. 0 
1.0 mgJl NAA 
5 6. 7 a 1.5b 33.0 a 70.0 5.0 a 1.0b 25.0 a 。
7 10. 0 a 1.4b 18.8 b 6. 7 8. 3 a 1.4b 22.5 a 。
1 0 8. 3 a 1.3b 19.8 b 80.0 10.0 a 1. 1 b 22.0 a 。
35 15.0 a 2.5 a 18.8 b 77.8 15.0 a 3. 0 a 15.0 a 。
z mean separation by x square test， 5% level(n=60). 
y mean separation by Duncan's multiple range test， 5% level(n=60). 
Table 4 Effects of different concentrations of NAA applied by dipping shoot base on rooting 
and survival percentage in vermiculite. 
Treatment Juvenile materials Adult materials 
Concn Rooting Numher Root Survival Rooting Nnmber Root Survival 
of NAA percent. of roots length (鵬) percent. percent. of roots length(mm) percent. 
z y y 
o (mg/l) 1. 7 c 2.0 a 15 b 100.0 o b 
100 8.3 bc 1.0b 21 ab 60.0 6. 7 a 1. 1 b 16 c 。
250 15.0 ab 1. 5 ab 27 a 67. 7 6. 7 a 1.5a 35 a 。
500 23.3 a 2.4 a 28a 78.6 10. 0 a 1. 8 a 24 b 。
1，000 10.0 ab 1.9a 25 a 50.0 o b 
1，500 3. 3 c 1.3a 19 ab 。 5.0 a 1.0b 13 c 。
2，000 5.0 bc 1. 7 ab lOb 33.0 o b 
2， 500 o c o b 
z m~Rn separation by x squared test， 5% level(n=60). 
y mean separation by Duncan's mu1tiple range test， 5% level(n=60). 
た(第 4 表)。実生シュートではNAA濃度が 500時~/f， の
とき，最高の発根率を示したが，さらに濃度が増加する
と発根率は低下した。品種シュートは全体的に発根率が
低く，有意差はなかったが上記と同様な傾向を示した。
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Table 5 Effects of different dark durations on rooting. 
Treatment Juvenile materials Adu1t materials 
Dark Rooting Number Root Roohng Number 
ouration percent. of roots length(棚) percent. of roots 
Z 
o (days) 28. 3 b 3. 3 a 14 ab 23.3 d 3.5 a 
5 23. 3 b 1. 9 b 12 b 30.0 c 3.5 a 
7 50. 0 a 2.8 ab 14 ab 38. 3 b 3.2 a 
10 45.0 a 1.9b 18 a 43.3 a 2.2 a 
z mean seoaration by Duncan's mu1tiple range test， 5% level(n=60) 
Tahle 6 Rooting and survival percentage of shoots which were transferred 
to NAA-free medium or not月fterincubation in the dark for 7 
or 10 davs. 
Juvenile materials Adu1t materials 
Treatment 
Rooting Number Root Surv1Val RooUng Number Root 
percent. of roots length (剛) percent. percent. of roots length (棚)
Dark incubation for 7 davs 
Z 
Not 40.0 b 2.5 ab 30.5 a 6. 7 40.0 a 2.2 ab 37.5 a 
Transferred 51. 7 ab 2.6 a 39.5 b 87. 1 3. 3 a 1. 9 b 48.5 b 
Dark incuhation for 10 davs 
Not 43.3 ab 2.9 a 33.8 a 69. 2 31. 7 a 2.6 a 33.5 a 
Transferred 60. 0 a 2.0 b 42. 5 b 88.9 30. 0 a 1. 7 b 47.5 b 
z mean separatlOn by Duncan's m ultiple range test， 5% level (n=60). 
Root 
length(棚)
17 a 
18a 
19 a 
15 a 
Survival 
percent. 
O 。
O 。
また， NAAを含む培地で発根させた場合iζ比し，根の した。しかし，暗黒期間が長いと，とくに品種シュート
伸長は良好であった。しかし.処理濃度が 1，ooomg/ t では枯死する個体がみられた。
を越えると発根が抑制されるだけでなく，発根したシュ 次に.7または10日間NAA1 mg/tを含む培地で暗黒処
ートの基部のカルス形成量が多く.根の伸長は減少した。 理を行ない， 一つは同一培地で培養を継続，他はNAA
また.シュートの生育が劣り，品種シュートでは枯死個
体がみられた。
4 暗黒処理
NAA 1 mr;/tを含む培地で.5.7及び10日間暗黒に置
いてから明所lζ移した区及び全期間明所iζ置いた区を設
けた。第 5表lζ示すように 暗黒処理によって発根率が
高まり，とくに， 7及び10日処聞で発根率は有意に増加
を含まない培地に移植した(第6表)口 NAAを含まな
い培地lζ移植した場合は，発根率i乙は有意差が認められ
なかったが，発4則固体の根長が増加した。しかし，シュー
卜当たり根数はやや少なかった。実生シュー卜ではシュー
卜のよt二育がよく，新葉の展開もみられ，生存率も増加し
たo しかし，品種シュートでは鉢上げ後の生存率はし、ず
れも O猪であった O
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Table 7 Effects of GA4 on shoot proliferation rate. 
Treatment 
Basal medium 
Basal medium 
without GA4 
Juvenile materials Adult materials 
z 
1. 8 a 1.9a 
1.2b 1.5a 
z mean separation by Duncan's multiple range test， 5% lev~1(n=120). 
Table 8 Effects of GA4 in prolif~rating medium on rooting. 
Treatment Juvemle materials Adult materials 
Shoot proJife- Rooting Number Root Rooting Number Root 
ration media percent. of roots length(1IOlI) percent. of roots length(棚)
Z 
Basal medium 55.0 a 2. 1 a 42.2 a 41. 7 a 2.0 a 46.0 a 
Basa 1 medlUm 35.0 b 2.9 a 36. 3 a 28.4 a 2. 0 a 43.3 a 
without GA4 
z mean separation by Duncan's multiple range test， 5% level(n=60). 
5 増殖培地上のGA4の有無
3 増殖培地とGA4を除いた増殖培地でシュートを増殖
〆白、 戸山 ~J
、日ノ
場。c h 」
lE @ 
F仏-0 h・4
させた。また，各培地で増殖した、ンュートを NAA1 mlj/ $ 
を含む発根培地に置床し，発根への影響を調べた。第 7
表lζ増殖率(個体当り分枝数の平均).第8表lζ発根につい
ての結果を示した。 GA4を含む培地を用いた方が増殖
率が高く，実生シュートでは有意差があった。 GA4 を
含まない培地ではガラス化したシュートや奇形のシュー
トが多かった。発根率もGA4を含む培地で増殖したシュー
トの方が高く，実生シュートでは有意差が認められた。
6 継代培養
採取した品種茎頂を 1--5回継代培養し，各継代回数
のシュートをNAA1時/$を加えた発根培地lζ置床した。
継代培養の回数とシュート増殖率及び発根率との関係を
O 第 l図に示した。継代培養を2回及びそれ以上繰返すと
2 3 4 5 
Number of subcultures 
Fig 1 Effects of number of subcultures on shoot 
proliferating rate and rooting perc~ntage. 
Mean of 40 replications per treatment. 
増殖率は2倍前後になった。回数が少ないと奇形や生育
のわるい、ンュートがみられたが多くなるに従ってシュー
トの生育や形態が良時となった。また，継代回数の多い
シュートほど発根率が上昇し 3--4回のものでは30勉
前後の発根率を示した。なお，図示していないが， 25回
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継代培養したシュートの発根率は42.596であった。継代
回数の少ないシュートは発根率が低いだけでなく，発棋
培地上の生育がわるく，枯死個体が多くみられた。
考 察
発根培地の NAA濃度が0.5及び1.0呼/tの時に発
根率が高かったが，シュート基部のカルス形成量が多く，根
の伸長を抑制した。オーキシンは初期の根原基の分化に
は必要であるが 13)その後はカルス形成を促進し，根の発
達を抑制する乙とが一般に認められている。 BARGHCHI
&ALDERSON2)はカJレス形成が発根を阻害する理由とし
て，物理的阻害，シュートとの養分競合及びカルスから
の抑制物質の生成などをあげている。従って，良好な発
根を得るために，オーキシンを含む培地の置床期聞を短
くし，I，2.9，181あるいはシュート基部を高濃度のオーキシ
ン溶液lζ短時間浸潰し12，16)オーキシンを含まない培地に移
して発根させる方法が用いられている。本実験においても
同様な結果で，NAAを含まない培地で発根させるとシュ
ート基部のカルス形成も少なく 根の伸長が良好であっ
たO しかし，発根率には差異が認められなかった。
暗黒処理によって発根率の高まる乙とがリンゴ肌 18・や
スモモ6) パラ科の観賞植物15) ツバキ16)などで知られ
ている o 乙のうち，ツバキは 9--18日の暗黒期聞を必要
とするのに対し，他のパラ科の種類は 4--8日の暗黒期
間で効果がみられる。暗黒期間の長短は根原基の分化期
間の遅速と関係がみられる16，18)。本実験でも 7及び10日の暗
黒加里で発根率が増加したが.暗黒期間が長いと枯死個体
が生じた。同様なことは ニホンナシ‘八雲20)，につい
ても報告されている。光が根原基の発達を回害する機構
は明らかでないが，光による内生オ←キシンレベルの低
下 15，16) ォーキシン作用の阻害5) あるいは発根の
cofactorの合成阻害または分解促進的などが原因と考え
られている。
一般に， juvenile phaseにある実生に比して， adult 
phase Iとある品種は発根が困難な乙とが知られている7)。
品種シュー卜の発根率を高める方法として，継代回数の
多いシュー卜を用いると効果的な乙とが，リンゴ 17，22)
やツツジ4)などで見出されている。本実験においても，
3--4回の継仰音養で発根率が高くなった。吉田ら20)は，
ニホンナシ‘豊水' ‘八雲' ‘二十世紀'で継代回
数が6回以下では発根はみられないが， 7回以上になる
と著しく発根率が上昇する乙とを報告している。他方，
ニホンナシ 5品種について 5--9回の継代培養によっ
ても発根率の上昇が認められなかったという報告3)もある。
継代培養によって品種シュートの発根がよくなるのは，
シュートの若返り rejuvenationによると考えられてい
る11)0 ECONOMOU & REAd)は.その外にシュートの培
養環境への適応が発根を容易にすると述べてし、る。本実験
においても，継代培養を繰返す乙とにより，また増殖培
地上のGA4 の存在によりシュートの生育や増殖率がよ
くなり，そのようなシュートを用いると発根率が上昇し
た。従って，継代培養による発根率の上昇にはその生理
的状態の改善が関係しているものと考えられる。
実生由来のシュートから得た発根個体は，鉢上げ後正
常な発育を示したが，品種由来のものは鉢上げ後の活着
がわるく，生存個体は得られなかった。しかし，吉田グ〉
は品種の生存個体を得ているので，現在検討中である O
摘要
ニホンナシ品種‘幸水'及びその実生の茎頂培養によっ
て得られたシュートを用い in uitroでの発根の条件並
びにシュー卜の齢あるいは素質と発根の関係を調べた。
発根培地の好適NAA濃度は0.5--1.0時/tで，処理5--
7日後，NAAを含まない培地に移すとシュー卜基部の
カルス形成が少なく，根の発達が良好であった。シュー
ト基部の500mg/fNAA短時間浸漬も有効であった。実生
及び品種由来のシュートは 7--10日の暗黒処理で発組率
が増加した。しかし，処理日数が長いと，とくに品種シュ
ートでは枯死個体を生じた。品種シュートは 4--5回の
継代培養によって，その生育がよくなり，発根率が増加
した。また，実生及び品種シュー卜とも増殖培地iζGA4
lmg/tを加えると.その生育がよく，発根率が増加した。
鉢上げ後，実生由来の発根個体は正常に発育したが，品
種では生存個体が得られなかったO
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